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não em quem somos” 
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Resumo 
O presente estudo buscou avaliar o desenvolvimento da espécie de microalga 
Dunaliella salina (BMAK 116) cultivada em efluente de tanques de carcinicultura que 
empregam o cultivo BFT cedido pelo Laboratório de Aquicultura da Universidade Federal 
de São Paulo (UNIFESP). O sistema de cultivo BFT – Biofloc Technology System - é 
uma técnica de cultivo de camarões em cativeiro superintensivo que ajuda a melhorar a 
qualidade da água e o aproveitamento de nutrientes presentes no sistema, além de 
apresentar outras qualidades. Foram considerados como indicadores tanto a eficiência 
do cultivo de biomassa algal, em parâmetros de crescimento da cultura e produção de 
pigmentos fotossintetizantes, quanto a eficiência da biorremediação na remoção de 
nutrientes nitrogenados inorgânicos, comparando as concentrações desses nutrientes 
no efluente pré e pós tratamento. Cepas de microalgas da espécie D. salina foram 
cedidas pelo Banco de Microorganismos Marinhos Aidar & Kutner (BMA&K) do Instituto 
Oceanográfico da Universidade de São Paulo (IOUSP) e, inicialmente, testadas em um 
controle com meio Guillard F/2 e em tratamentos empregando diluições de 25% e 50% 
de efluente. D. salina apresenta um grande potencial biotecnológico nas áreas de 
cosméticos, fármacos, alimentação humana e, inclusive, na área da aquicultura, através 
da suplementação animal com rações ricas em pigmentos produzidos por microalgas 
dessa espécie. Os resultados para esse experimento inicial demonstraram que o controle 
apresentou a maior densidade celular máxima (5,19 x 109 ± 21) e maior proporção 
pigmentos por células do que os demais tratamentos, e, entre os meios de tratamento 
que empregaram efluente, o meio com 50% de diluição se mostrou mais propício para o 
crescimento algal e produção de pigmentos do que o meio com 25% de diluição. A partir 
disso, um novo experimento foi realizado testando as cepas de D. salina em um controle 
com meio Guillard F/2 e em tratamentos empregando a diluição de 50% de efluente 
integral e 50% de efluente enriquecido com vitaminas e metais traço.  
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Os resultados mostraram que o meio de tratamento com 50% de efluente 
enriquecido apresentou a maior densidade celular máxima (5,37 x 109 ± 16) e a maior 
proporção pigmentos por células dentre todos os tratamentos, demonstrando a eficiência 
do emprego de efluente BFT enriquecido com vitaminas e metais traço como meio de 
cultivo de D. salina. Os resultados da fitorremediação apontaram que os valores de 
nitrato sofreram redução em todos os tratamentos, porém os de nitrito e amônia 
aumentaram durante os experimentos, sendo que os valores de amônia finais em todos 
os tratamentos ultrapassaram os valores de segurança para cultivos de crustáceos 
aquícolas, impossibilitando o reaproveitamento da água pós-tratamento no sistema BFT; 
entretanto, ainda assim os valores de nutrientes nitrogenados inorgânicos de todos os 
tratamentos se encontraram abaixo dos valores máximos padrões para lançamento de 
efluentes previstos pela Resolução CONAMA 357/2005, alterada pela Resolução 
CONAMA 430/2011, possibilitando assim o lançamento do efluente pós-tratamento em 
corpos hídricos adequadamente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras chave: Fitoplâncton; carotenoides, BFT; fitoremediação; bioflocos. 
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Introdução e Justificativa 
A aquicultura, ou cultivo de organismos aquáticos, é um dos setores que mais tem 
se expandido globalmente nas últimas décadas. Segundo relatórios da FAO (Food and 
Agriculture Organization of the United Nations), a contribuição da prática da aquicultura 
de diversos organismos para o estoque de suprimentos mundial cresceu de 3,9% para 
32,4% de 1970 a 2004, apresentando uma taxa de crescimento de cerca de 8,8%, 
enquanto que a taxa de crescimento do setor pesqueiro foi de cerca de 1,2% e a do setor 
de pecuária de cerca de 2,8% (FAO, 2006; 2008). Estima-se que atualmente cerca de 
metade do consumo de peixe mundial é proveniente de cultivos, e a tendência prevista 
é que, conforme a demanda mundial por alimentos saudáveis continue a crescer, cresça 
também a produção por parte da aquicultura, tanto pela exaustão dos estoques 
pesqueiros e pela escassez de recursos aquáticos quanto pelo desenvolvimento de 
novas tecnologias e formas de gestão (BESOLD, 2015; TROELL et al., 2014). 
Dentre os diversos ramos da aquicultura, o da carcinicultura, ou cultivo de 
camarões, é um dos que tem recebido cada vez mais destaque e é o que mais cresceu 
no Brasil nas últimas décadas, apresentando um crescimento quase exponencial, em 
especial na região Nordeste (TAHIM, 2014). Dentre as principais formas de cultivo de 
camarões em cativeiro, uma das mais usadas é a tecnologia do Sistema de Bioflocos 
(BFT – Biofloc Technology System). De acordo com autores como Krummenauer et al. 
(2012) e Fóes et al. (2012), a técnica de cultivo superintensivo através do Sistema BFT 
ajuda a melhorar a qualidade da água, reduz a probabilidade de introdução de doenças 
no sistema e melhora o aproveitamento de nutrientes presentes no sistema por parte dos 
microrganismos que formam os bioflocos. Esses bioflocos são, basicamente, 
aglomerados de bactérias, ciliados, flagelados e outros microrganismos com partículas, 
polímeros orgânicos e células mortas, que atuam na transformação dos compostos 
nitrogenados dissolvidos na água como nitrito e amônia, que podem ser tóxicos quando 
em altas concentrações, mediante o aporte de carbono dissolvido por fontes externas 
(KRUMMENAUER et al., 2012; FÓES et al., 2012; AVNIMELECH, 2009).  
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Além das vantagens já citadas, os bioflocos formados podem ainda servir de 
alimentação para os camarões cultivados, o que possibilita o aumento da densidade da 
estocagem de camarões e, consequentemente, da produtividade do cultivo como um 
todo, por possibilitar um uso de menores áreas e uma redução na utilização de ração 
(CRAB et al., 2012; SAMOCHA et al., 2004). Porém, apesar dos pontos positivos 
apresentados pela técnica BFT, Tahim (2014) evidencia que um dos maiores desafios 
atuais, tanto da carcinicultura quanto da aquicultura como um todo, é conciliar sua 
expansão com a sustentabilidade técnica, ambiental e socioeconômica através da 
redução de possíveis impactos ambientais que os cultivos podem causar, visto que a 
produção de cultivos cada vez mais intensivos provoca interferências ambientais cada 
vez mais fortes (HOLANDA, 2017).  
Um desses possíveis impactos se dá através da liberação de efluentes aquícolas 
ricos em nutrientes e matéria orgânica no momento onde ocorre a despesca dos 
organismos produzidos (HOLANDA, 2017; BESOLD, 2015), e com isso, uma possível 
alternativa para solucionar esse impacto está no tratamento desses efluentes, 
previamente seu lançamento em corpos hídricos, com o emprego de organismos que 
sejam capazes de absorver o excesso dessa matéria orgânica e, especialmente, desses 
nutrientes.  Vale lembrar que os processos comuns de tratamento de efluentes resultam 
em um descarte aparentemente limpo que é descarregado em corpos d'água naturais, 
entretanto, quando há altas concentrações de matéria orgânica e de nutrientes 
inorgânicos no efluente descarregado, isso poderia impedir o seu reuso e acelerar a 
eutrofização desses corpos hídricos, além de mais problemas a longo prazo devido a 
possíveis orgânicos refratários e metais pesados também descarregados 
(KRUMMENAUER et al., 2011; 2012; ABDEL-RAOUF et al., 2012; SCHNEIDER et al., 
2005). No Brasil, a Resolução CONAMA nº 357, de 17 de março de 2005 (MMA, 2005), 
alterada pela Resolução CONAMA nº 430, de 13 de maio de 2011 (MMA, 2011), são as 
legislações responsáveis por classificar os corpos d’água e estabelecer padrões e 
condições para o lançamento de efluentes líquidos, além de definir outras diretrizes que 
tenham como objetivo limitar a carga poluidora descarregada em meio natural. 
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A Tabela 1, abaixo, mostra os valores padrões máximos de lançamento de 
efluentes líquidos em corpos hídricos para clorofila a, sólidos dissolvidos totais e alguns 
dos principais parâmetros inorgânicos, que são propostos pela Resolução CONAMA nº 
357, de 17 de março de 2005 (MMA, 2005), alterada pela Resolução CONAMA nº 430, 
de 13 de maio de 2011 (MMA, 2011). 
Tabela 1. Padrões de lançamento de efluentes para clorofila a, sólidos dissolvidos totais e 
nutrientes inorgânicos propostos pelas Resoluções CONAMA 357/2005 (MMA, 2005) e CONAMA 
430/2011 (MMA, 2011). 
Parâmetro Valor Máximo 
Clorofila a 10 μg/L 
Sólidos dissolvidos totais 500 mg/L 
Alumínio dissolvido 0,1 mg/L Al 
Bário total 5,0 mg/L Ba 
Berílio total 0,04 mg/L Be 
Cádmio total 0,2 mg/L Cd 
Chumbo total 0,5 mg/L Pb 
Cobalto total 0,05 mg/L Co 
Cobre dissolvido 1,0 mg/L Cu 
Cromo total 0,05 mg/L Cr 
Cromo hexavalente 0,1 mg/L Cr+6 
Cromo trivalente 1,0 mg/L Cr+3 
Estanho total 4,0 mg/L Sn 
Ferro dissolvido 15,0 mg/L Fe 
Fósforo total (ambiente lêntico) 0,020 mg/L P 
Fósforo total (ambiente intermediário, com tempo de residência entre 2 e 40 dias, e 
tributários diretos de ambiente lêntico) 0,025 mg/L P 
Fósforo total (ambiente lótico e tributários de ambientes intermediários) 0,1 mg/L P 
Lítio total 2,5 mg/L Li 
Manganês total 1,0 mg/L Mn 
Mercúrio total 0,01 mg/L Hg 
Níquel total 2,0 mg/L Ni 
Nitrato 10,0 mg/L N 
Nitrito 1,0 mg/L N 
Nitrogênio amoniacal total 20,0 mg/L N 
Prata total 0,1 mg/L Ag 
Vanádio total 0,1 mg/L V 
Zinco total 5,0 mg/L Zn 
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Dos organismos com habilidade natural de biorremediação, o uso de microalgas 
tem se destacado como um eficiente mecanismo de tratamento de efluentes, como 
demonstram os trabalhos de Besold (2015), Cai et al. (2013), Jiang et al. (2011) e Pittman 
et al. (2011), por exemplo. As microalgas são um grupo heterogêneo de microrganismos 
autotróficos unicelulares e fotossintetizantes que convertem energia solar em energia 
química armazenada na forma de polissacarídeos, lipídios, proteínas, hidrocarbonetos e 
outros, o que viabiliza sua obtenção e aplicação comercial como geração de matéria 
prima para diferentes setores, como o farmacêutico, o alimentício e o energético 
(FORMIGHIERI et al., 2012; CARDOSO et al., 2011; DERNER et al., 2006; PATIL & 
ANIL, 2005). Além de sua composição, outras características que tornam as microalgas 
altamente interessantes e promissoras para possíveis aplicações biotecnológicas, como 
por exemplo para a produção de biocombustíveis, suplementos alimentares e produtos 
medicinais e nutricionais (TINOCO et al., 2015), são seu rápido crescimento e 
desenvolvimento em um curto intervalo de tempo (FENG et al., 2011), a alta 
adaptabilidade a ambientes de condições variadas (TORRES, 2014), e a eficiência no 
mecanismo de sequestro de dióxido de carbono atmosférico (WANG et al., 2008), o que 
contribuiria ainda para a redução de gases poluentes na atmosfera.  
Dentre as tecnologias aplicadas atualmente para o cultivo de microalgas para fins 
biotecnológicos, a principal é por meio de fotobioreatores abertos ou fechados 
(CARDOSO et al., 2011), que necessitam de alimentação constante. Com isso, a 
principal limitação para a produção e cultivo em larga escala de microalgas em 
fotobioreatores atualmente ainda é o gasto para manter a oferta de nutrientes no sistema 
(CHISTI, 2007). Para contornar essa dificuldade, estudos acerca da elaboração de 
melhores meios de cultivo e de melhor geração de compostos metabólitos apontam que 
esses fotobioreatores podem ser alimentados com água de efluentes domiciliares, 
industriais, agrícolas e residuários de sistemas de aquicultura, desde que sejam ricas em 
metais traço, vitaminas e nutrientes como os nitrogenados e o fosfato, elementos 
essenciais para o crescimento celular algal (BESOLD, 2015; PITTMAN et al., 2011; 
HUANG et al., 2010).  
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Estudos como o de Holanda (2017), Abreu et al. (2016) e Besold (2015) se 
propuseram a avaliar taxas de produção celular de diferentes espécies de microalgas em 
efluentes provenientes de tanques de carcinicultura, para dessa forma avaliar se tal tipo 
de efluente pode ser utilizado como meio de cultivo em fotobioreatores para otimizar a 
produção de biomassa e reduzir custos. Vale citar que no ramo da aquicultura várias 
espécies diferentes de microalgas já vem sendo alvo de interesse econômico e 
comercial, como espécies do gênero Nannochloropsis (BESOLD, 2015; RENAULD et al., 
1991) para fins de extração de lipídios, do gênero Chaetoceros (HOLANDA, 2017) para 
fins de extração de lipídios e ácidos graxos poli-insaturados, dos gêneros Arthrospira e 
Spirulina (BESOLD, 2015; TINOCO et al., 2015) para produção de vitaminas e proteínas, 
e dos gêneros Haematococcus e Dunaliella (BESOLD, 2015; TINOCO et al., 2015) para 
produção de pigmentos. A produção de pigmentos é de interesse do setor aquícola pois 
espécies alvo de cultivos, como a truta, o salmão, a lagosta e o próprio camarão, 
apresentam uma carne mais alaranjada e avermelhada devido à presença de pigmentos 
do tipo carotenoides (MESQUITA et al., 2017), e assim, é possível intensificar a 
coloração da carne pela adição de pigmentos na cadeia alimentar da espécie cultivada, 
seja por meio de ração ou por suplementos na dieta (MESQUITA et al., 2017; SHAHIDI 
& BROWN, 1998).  
O gênero de microalgas Dunaliella pertence à Divisão Chlorophyta (algas verdes) 
e é formado por espécies eucarióticas fotossintetizantes de tamanho de célula entre 9 – 
11 µm (DA FRÉ, 2016) e que são capazes de sobreviver em amplas faixas de 
concentração salina e de temperatura (TINOCO et al., 2015; BEN-AMOTZ et al., 2009). 
Por não apresentarem parede celular rígida, o formato da célula depende da salinidade 
do meio onde se encontra (TINOCO et al., 2015), sendo que sua sobrevivência a 
choques hiperosmóticos resulta da produção de glicerol e pigmentos pelas células para 
regular a osmorregulação, tornando-se possível dizer que a quantidade de glicerol 
intracelular e de pigmentos produzidos por essa microalga responde proporcionalmente 
à salinidade ambiental e isso confere a ela um alto grau de adaptação ambiental (DA 
FRÉ, 2016; TINOCO et al., 2015; BEN-AMOTZ et al., 2009).  
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As principais espécies desse gênero são aquelas com maior capacidade de 
produzir e acumular pigmentos, em especial carotenoides como α-caroteno, β-caroteno, 
violaxantina e luteína (TAFRESHI & SHARIATI, 2009), tanto de forma natural quanto em 
condições de estresse (EINALI et al., 2017). Dentre as diferentes espécies de Dunaliella 
reportadas, uma que se destaca é a espécie Dunaliella salina como principal fonte 
comercial do carotenoide β-caroteno natural no mundo (TAFRESHI & SHARIATI, 2006; 
EINALI et al., 2017). A partir disso, diversos estudos têm se proposto a investigar 
alternativas técnicas mais baratas e viáveis de cultivo dessa espécie, como por exemplo 
o estudo de Alshareef & Sayegh (2016), que avaliou a eficiência de cultivo de D. salina 
em efluentes de estações de esgoto e de dessalinização. Nesse estudo, o meio de 
tratamento formado por água marinha e efluente esterilizado de estação de 
dessalinização, em proporção 2:1, atingiu as taxas máximas de produção de β-caroteno 
devido à alta salinidade do meio, enquanto que o meio de tratamento formado 
completamente por água marinha atingiu as taxas máximas de crescimento celular e de 
densidade algal (ALSHAREEF & SAYEGH, 2016). 
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Objetivos 
Avaliar a viabilidade e eficiência do cultivo da espécie de microalga Dunaliella 
salina (BMAK 116) em águas residuais provenientes de tanques de carcinicultura que 
empregam o sistema de cultivo BFT, em concordância com a fitoremediação do efluente 
selecionado. 
Objetivos específicos 
• Caracterizar o efluente proveniente de tanques de carcinicultura que utilizem 
cultivo através do Sistema de Bioflocos; 
• Demonstrar a eficiência do cultivo de biomassa da espécie D. salina no meio 
selecionado, em parâmetros de taxa de crescimento da cultura e produção de 
pigmentos fotossintetizantes; 
• Demonstrar a eficiência da biorremediação por parte da espécie selecionada 
na remoção de elementos nitrogenados inorgânicos durante o tratamento do 
efluente selecionado, caracterizando o efluente após tratamento e avaliando 
seu possível reaproveitamento no sistema de cultivo aquícola e/ou seu descarte 
em corpos hídricos segundo os parâmetros das resoluções CONAMA 357/2005 
(MMA, 2005) e CONAMA 430/2011 (MMA, 2011). 
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Materiais e Métodos 
Caracterização do Efluente 
 O efluente foi coletado de tanques de carcinicultura que empregam o cultivo 
através do sistema BFT do Laboratório de Aquicultura da Universidade Federal de São 
Paulo, campus Baixada Santista, coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo Schveitzer. Para 
caracterizar o efluente, foram adotados como parâmetros as concentrações de amônia, 
nitrato e nitrito dissolvido.  
A concentração de amônia foi realizada pelo método de Koroleff (1969), descrito 
em Grasshoff et al. (1983), o qual emprega Nitroprussiato de sódio (Na2[Fe(CN)5NO]) e 
Fenol + álcool (C6H5OH) como reagentes e Citrato de sódio (C6H5Na3O7) como solução 
oxidante. O nitrito dissolvido foi avaliado segundo a metodologia de Bendschneider & 
Robinson (1952), descrito em Baumgarten et al. (1996), a qual emprega solução de N – 
(1- naftil) etilenodiamono e solução Diazotante (NH2-SO2O6H4NH2) como reagentes. Por 
fim, para a avaliação de nitrato foi empregada a metodologia proposta por Grasshoff et 
al. (1983), que consiste em um processo de redução do nitrato a nitrito através de uma 
coluna redutora de amálgama de cádmio (grãos de cádmio tratados com solução 
cúprica). Todas as análises de nutrientes inorgânicos foram realizadas no Laboratório de 
Aquicultura da Universidade Federal de São Paulo, campus Baixada Santista, com a 
supervisão de técnicos laboratoriais. 
Cultivo de Microalgas 
Os experimentos foram realizados com cepas de D. salina (BMAK 116) cedidas 
pelo Banco de Microorganismos Marinhos Aidar & Kutner (BMA&K) do Instituto 
Oceanográfico da Universidade de São Paulo (IOUSP). As cepas isoladas foram 
mantidas numa câmara de cultivo com meio F/2 (GUILLARD & RYTHER, 1962), com a 
temperatura de 20ºC, salinidade de 35 e fotoperiodo 14 horas luz:10 horas escuridão 
(14:10). Inicialmente as microalgas foram submetidas a uma fase de aclimatação de 15 
dias para atingir fase exponencial de crescimento até alcançar uma densidade inicial de 
~106 céls/mL, para que posteriormente fossem desenvolvidos os experimentos.  
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O meio de cultivo de Guillard F/2 foi adotado como controle nos experimentos por 
este ser o meio de cultivo mais adequado para espécies do gênero Dunaliella em 
comparação com outros meios de cultivo, justamente por proporcionar vitaminas, metais 
traços e nutrientes em quantidades necessárias para o crescimento celular, como 
mostrou o trabalho de Neto et al. (2012). 
Delineamento Experimental 
Experimento 1 
No primeiro experimento, que tinha por objetivo avaliar o efeito das diferentes 
concentrações de efluente no desenvolvimento da cultura e as melhores condições de 
cultivo, alíquotas das culturas de cepas aclimatadas foram submetidas a diferentes 
concentrações do efluente em frascos de 500mL por 18 dias. Os frascos foram 
preenchidos com 200mL de três meios de tratamento diferentes, sendo as concentrações 
selecionadas de 25% (150mL de água marinha e 50mL de efluente) e 50% (100mL de 
água marinha e 100mL de efluente), em comparação com um meio controle F/2 
(GUILLARD & RYTHER, 1962), como mostra a Figura 1. O inóculo inicial de D. salina 
nos tratamentos foi de 1,56 x 104 céls/mL, e o acompanhamento diário de crescimento 
da cultura foi realizado através da coleta de alíquotas de 5mL para posterior contagem 
de células em laboratório.  
 
Figura 1. Frascos de tratamento com diferentes meios para avaliação dos efeitos de diferentes 
concentrações de efluente no desenvolvimento da cultura de D. salina. Fonte: Autoria própria. 
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Esse experimento teve três tipos de tratamento diferentes: controle F/2, tratamento 
com 25% de efluente BFT e tratamento com 50% de efluente BFT. Todos os meios de 
tratamento foram realizados em triplicata e mantidos durante todo o experimento em uma 
câmara de cultivo com a temperatura de 20ºC, salinidade de 35 e fotoperiodo 14 horas 
luz:10 horas escuridão (14:10), como mostra a Figura 2. 
 
Figura 2. Câmara de cultivo de microalgas do Laboratório de Biotecnologia Marinha da 
Universidade Federal de São Paulo, campus Baixada Santista. Fonte: Autoria própria. 
 
Experimento 2 
Após o término do primeiro experimento e a verificação da influência das diferentes 
concentrações do efluente no crescimento celular, foram geradas novas alíquotas das 
culturas de cepas, as quais foram submetidas à mesma concentração de 50% de 
efluente, porém em condições diferentes.  
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Para isso, frascos de 500mL foram  preenchidos com 200mL de três meios de 
tratamento diferentes, sendo a concentração selecionada de 50% (100mL de água 
marinha e 100mL de efluente) pois esta foi a concentração que representou condições 
mais propícias para o crescimento celular no experimento anterior, porém, foram 
elaborados dois meios de tratamento distintos, um com a adição do efluente integral e 
outro com a adição do efluente enriquecido com 200mL de solução fertilizante de 
vitaminas e metais. O inóculo inicial de D. salina nos tratamentos foi de 2,36 x 104 
céls/mL, e o acompanhamento diário de crescimento da cultura foi realizado através da 
coleta de alíquotas de 5mL para posterior contagem de células em laboratório. O 
experimento 2 teve como duração total 19 dias. 
Esse experimento teve três tipos de tratamento diferentes: controle F/2, tratamento 
com 50% de efluente BFT integral e tratamento com 50% de efluente BFT enriquecido 
com solução de vitaminas e metais. Todos os meios de tratamento foram realizados em 
triplicata e mantidos durante todo o experimento em uma câmara de cultivo com a 
temperatura de 20ºC, salinidade de 35 e fotoperiodo 14 horas luz:10 horas escuridão 
(14:10). 
Forma de Análise dos Resultados 
A contagem de células em laboratório para determinação da densidade e 
crescimento celular foi realizada através de câmara de Neubauer em microscópio 
binocular modelo ZEISS no Laboratório de Biotecnologia Marinha do Instituto do Mar, 
Universidade Federal de São Paulo (Figura 3). A contagem das amostras foi realizada 
de forma a considerar os quatro quadrantes da câmara, obtendo o número de células/mL 
através da fórmula: 
n° de células por mL=(n° total de células)/(n° de quadrantes contados)×10.000 
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Figura 3. Contagem de células de D. salina utilizando câmara de Neubauer. Fonte: Autoria própria. 
 
Os resultados permitiram a obtenção das taxas de crescimento específica (µ) 
(LOURENÇO, 2006) e das curvas de crescimento das cepas selecionadas sob as 
diferentes condições às que foram submetidas. As taxas de crescimento (µ/dia) e o 
tempo de duplicação celular (G/dia) para a fase exponencial de cada cepa e réplica foram 
calculadas segundo as fórmulas apresentadas por Fogg & Thake (1987): 
µ = (Ln (N)- Ln (No))/(t-to) 
G= ln (2)/µ 
Onde: 
µ é a velocidade específica de crescimento; 
G é o tempo de duplicação celular, calculado a partir de µ; 
No é o número inicial de células em m/L no tempo inicial to; 
N é o número final de células em m/L no tempo t. 
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As amostras foram então submetidas a análises estatísticas considerando 
parâmetros de normalidade de Shapiro-Wilk e de homocedasticidade de Levene, além 
de um Teste T de Student, com o auxílio do software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2005). 
No último dia de cada experimento, alíquotas de 50mL de cada uma das amostras 
foram filtradas em filtro de filtros de fibra de vidro de 0,7 µm para separação da fase 
sólida (biomassa algal) da fase líquida (efluente aquoso). As amostras das fases sólidas 
filtradas (Figura 4) foram imediatamente congeladas e preservadas a -20°C até a análise 
de concentração de pigmentos fotossintetizantes. Para análise, os filtros foram colocados 
em acetona (90%), macerados e deixados para extrair no escuro a 4°C por 24 horas. 
Após esse período o espectro de absorção entre 400 e 750 nm dos extratos foi analisado 
num espectrofotômetro e a concentração dos pigmentos fotossintetizantes foi calculada 
de acordo com as equações descritas em Lorenzen (1967), Jeffrey & Humphrey (1975) 
e Parsons et al. (1984): 
Cl a (mg/m3) = [11,85*A (664) - 1,54*A (647) -0,08*A (630)] *(Va/Vf) 
Cl b (mg/m3) = [21,03*A (647) - 5,43*A (664) -2,66*A (630)] *(Va/Vf) 
Carotenóides (mg/m3) = [7,6*A (480) -1,49*A (510)] *(Va/Vf) 
Onde: 
A() = absorbância no respectivo comprimento de onda; 
Va = volume da acetona; 
Vf = volume filtrado da amostra. 
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Figura 4. Biomassa algal de D. salina filtrada através de filtros de fibra de vidro de 0,7 µm para 
análise de pigmentos em espectrofotômetro. Fonte: Autoria própria. 
 
As amostras das fases líquidas do efluente aquoso coletadas foram também 
estocadas em repouso em tubos de Falcon (Figura 5) e congeladas para serem 
analisadas segundo as metodologias descritas acima em “Caracterização do Efluente”. 
 
Figura 5. Amostras líquidas filtrada através de filtros de fibra de vidro de 0,7 µm para análise de 
nutrientes inorgânicos. Fonte: Autoria própria. 
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Resultados e Discussão 
Durante o primeiro experimento os valores de inóculo iniciais foram de 1,56 x 104 
céls/mL para o controle e os tratamentos. As densidades celulares máximas foram 
registradas no último dia de análise, sendo de 5,19 x 106 céls/mL para o controle F/2 (C 
F/2), 4,21 x 106 céls/mL para o tratamento com diluição de 25% (T 25%) de efluente e 
4,51 x 106 céls/mL para o tratamento com diluição de 50% (T 50%) (Figura 6).  
 
Figura 6. A) Abundância celular (cél/mL), e; B) abundância celular em base logarítmica natural 
(cél/mL) ao longo do tempo, em dias, no experimento 1, para o controle e os tratamentos. Valores 
representam as médias das tréplicas de cada tratamento. Fonte: Autoria própria. 
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Apesar do controle C F/2 apresentar a maior densidade celular ao longo do 
período experimental, o meio T 25% apresentou uma taxa de crescimento exponencial 
um pouco maior (Figuras 7 e 8). Comparativamente, C F/2 apresentou uma taxa de 
crescimento da fase exponencial de 0,31 dia-1 com taxa máxima de crescimento diário 
de 0,53 dia-1 obtida no 6º dia de experimento, T 25% apresentou uma taxa de 
crescimento da fase exponencial de 0,33 dia-1  com taxa máxima de crescimento diário 
de 0,49 dia-1  obtida também no 6º dia de experimento, e T 50% apresentou uma taxa de 
crescimento da fase exponencial de 0,19 dia-1 e taxa de crescimento máxima diária de 
0,37 dia-1  obtida no 8º dia de experimento (Figura 7 e Tabela 2). C F/2 também 
apresentou o menor tempo de duplicação celular, sendo este equivalente a 1,30 dia-1, 
enquanto que os de T 25% e T 50% foram, respectivamente, 1,41 dia-1 e 1,85 dia-1, como 
pode ser visto na Tabela 2. Isto significa que o controle C F/2 necessitou de um menor 
número de dias para que o cultivo duplicasse o número total de células, dado que 
complementa o fato de o crescimento celular ter sido rápido e elevado nesse meio. 
Tabela 2. Média dos valores densidade celular máxima (cél/L), taxas de crescimento celular diária 
máxima (µ; dia-1), tempo de duplicação celular (G; dia-1) tempo em que foi obtida a taxa de 
crescimento diária máxima (em dias) e taxa de crescimento da fase exponencial do experimento (µ 
exponencial) obtidas no experimento 1, para o controle e os tratamentos. 
 
Densidade celular máx. 
(cél/L) 
µ máxima 
(µ; dia-1) 
G máxima 
(G; dia-1) 
Tempo 
(dias) 
µ exponencial 
C F/2 
T 25% 
T 50% 
5,19 x 109 ± 21 
4,21 x 109± 24 
4,51 x 109± 26 
0,53 
0,49 
0,37 
1,30 
1,41 
1,85 
6º dia 
6º dia 
8º dia 
0,31 
0,33 
0,19 
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Figura 7. Taxas de crescimento celular (µ) na fase exponencial, em dias, no experimento 1, para A) 
controle C F/2; B) T 25%; C) T 50%. Valores calculados segundo a metodologia de Fogg & Thake 
(1987). Fonte: Autoria própria. 
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Figura 8. Taxas de crescimento celular (µ) ao longo do tempo, em dias, no experimento 1 para o 
controle e os tratamentos. Valores calculados segundo a metodologia de Fogg & Thake (1987). 
Fonte: Autoria própria. 
 
Por meio das análises, foi possível também observar que o controle C F/2 e o 
tratamento T 25% permaneceram em fase de latência (fase lag) até o 5º dia de 
experimento e, a partir deste dia, iniciou-se a fase exponencial de crescimento da cultura 
até o 8º dia, quando entrou em uma fase estacionária de crescimento. Diferentemente, 
o tratamento T 50% permaneceu na fase lag até o 4º dia de experimento, dando início à 
fase exponencial de crescimento apenas a partir deste dia com fim no 8º dia, quando se 
iniciou a fase estacionária. Para o meio controle e ambos os tratamentos, após o fim da 
fase estacionária se iniciou uma segunda fase exponencial de crescimento entre os 15º 
e 19º dias de experimento, mas com taxas de crescimento relativamente menores do 
que as da primeira fase exponencial. Isso indica que no tratamento T 50% as células 
começaram a crescer exponencialmente um dia antes do que no tratamento T 25% e no 
controle C F/2, porém durante a fase exponencial esse crescimento foi menor e mais 
lento, apresentando menor taxa de crescimento e maior taxa de duplicação celular do 
que nos demais meios (Tabela 2). 
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Para a realização da análise de pigmentos foram analisadas as concentrações de 
clorofila a, clorofila b e os carotenoides, visto que o gênero Dunaliella pertence à Divisão 
Chlorophyta e estes são os principais pigmentos produzidos por clorófitas em geral. Os 
resultados apontaram que a biomassa algal de C F/2 apresentou no final do experimento, 
em média, 0,92 mg/L do pigmento clorofila a, 0,26 mg/L de clorofila b e 1,04 mg/L de 
carotenoides, enquanto que os tratamentos T 25% e T 50% apresentaram em média, 
respectivamente, 1,40 mg/L e 3,24 mg/L de clorofila a, 0,29 mg/L e 0,67 mg/L de clorofila 
b e 1,44 mg/L e 3,09 mg/L de carotenoides, como apresentado na Tabela 3. Esses 
resultados sugerem que, apesar de não apresentar uma densidade celular maior que o 
controle, os tratamentos onde houve diluição do efluente apresentaram maiores 
concentrações de pigmentos e, consequentemente, uma proporção de pigmento/célula 
maior, em especial T 50%, que apresentou o maior valor de pigmentos por célula (Tabela 
4 e Figura 9). 
Tabela 3. Média dos valores de pigmentos (Clorofila a, clorofila b e carotenoides, em mg/L) e de 
densidade celular final (em cél/L) obtidas no experimento 1, para o controle e os tratamentos. 
 
Densidade celular 
final (cél/L) 
Clorofila a (mg/L) Clorofila b (mg/L) Carotenóides (mg/L) 
C F/2 
T 25% 
T 50% 
5,19 x 109 ± 21 
4,21 x 109± 24 
4,51 x 109± 26 
0,92 
1,40 
3,24 
0,26 
0,29 
0,67 
1,04 
1,44 
3,09 
 
Tabela 4. Médias das proporções de pigmentos por célula, considerando clorofila a, clorofila b e 
carotenoides (em pg/cél), obtidas no experimento 1, para o controle e os tratamentos. 
 Clorofila a/cél (pg/cél) Clorofila b/cél (pg/cél) Carotenóides/cél (pg/cél) 
C F/2 
T 25% 
T 50% 
0,18 
0,33 
0,72 
0,05 
0,07 
0,15 
0,20 
0,34 
0,69 
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Figura 9. Densidade celular final (em cél/L) e proporções de pigmentos por célula, considerando 
clorofila a, clorofila b e carotenoides, obtidas no experimento 1, para o controle e os tratamentos. 
Fonte: Autoria própria. 
 
Análises estatísticas realizadas apontaram que o controle C F/2 (w=0.95, p=0.64) 
e os tratamentos T 25% (w=0.97, p=0.87) e T 50% (w=0.93, p=0.39) seguem uma 
distribuição normal e são comparáveis. Assim, a Figura 10 apresenta uma análise 
através de gráfico boxplot onde é possível observar que C F/2 apresentou uma amplitude 
maior do que os demais tratamentos, e que a amplitude de T 50% foi maior do que a de 
T 25%, sendo que uma amplitude de gráfico maior representa uma variação de dados 
maior no mesmo tratamento e se relacionando com as densidades celulares máximas 
terem sido maiores, respectivamente, em C F/2, T 50% e T 25%. Na Figura 10 também 
é possível notar que C F/2 e T 50% apresentaram assimetrias em suas medianas, 
considerando a distribuição de dados, sendo a assimetria de C F/2 mais negativa e a de 
T 50% mais positiva. Apesar de C F/2 apresentar uma maior taxa de crescimento e uma 
menor taxa de duplicação celular em um mesmo período de tempo do que T 50%, este 
se mostrou como um tratamento relativamente mais propício para maiores produções de 
pigmentos fotossintetizantes do que C F/2 e T 25%. 
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Figura 10. Boxplot da variação de densidade celular, obtidas no experimento 1, para o controle e 
os tratamentos. Fonte: Autoria própria. 
 
Considerando que o meio controle apresentou a maior densidade celular mas o 
tratamento T 50% apresentou as maiores razões de pigmentos por célula, em especial 
de carotenoides, foi realizado um segundo experimento considerando  tratamentos com 
diluição de 50% de efluente objetivando principalmente estudar uma maior concentração 
de pigmento por célula, como visto na Seção “Materiais e Métodos”.  
Em outros estudos que investigaram a influência do efluente BFT no crescimento 
de microalgas, como o de Holanda (2017), que empregou o cultivo da espécie 
Chaetoceros muelleri nesse efluente, foi observado que o meio controle F/2 apresentou 
a densidade celular máxima de 1,54 x 106 céls/mL em um menor período quando em 
comparação com culturas onde o efluente foi diluído em 50% e onde o efluente foi 
empregado integralmente (100% de efluente); entretanto, apesar de uma notável 
variação na densidade celular durante o período de experimento, foi observado pelo 
autor que o tratamento com 50% de efluente BFT alcançou os maiores valores de taxa 
de crescimento de C. muelleri, sendo este de 0,58  ± 0,31 dia-1. 
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Magnotti et al. (2016), por sua vez, avaliaram a taxa de remoção de nutrientes e a 
produção de biomassa das espécies Tretaselmis chuii, Nannochloropsis oculata e 
Chaetoceros muelleri cultivadas em efluentes BFT e seus resultados apontaram que 
tratamentos com 50% de diluição de efluente apresentaram taxas de biomassa seca 
relativa das três espécies muito próximas de seu controle F/2 e do tratamento com 100% 
de efluente integral - a saber, 592 mg/L, 480 mg/L e 165 mg/L para F/2, 545 mg/L, 457 
mg/L e 73 mg/L para 50% de efluente, e 591 mg/L, 485 mg/L e 59 mg/L para 100% de 
efluente, respectivamente para as espécies T. chuii, N. oculata e  C. muelleri. Ambos os 
estudos comprovam a eficiência do tratamento T 50% no cultivo de microalgas, 
motivando o delineamento de uma nova etapa de experimentos utilizando tal diluição. 
Durante esse segundo experimento os valores de inóculo iniciais foram de 2,36 x 
104 céls/mL para o controle e os tratamentos. As densidades celulares máximas para o 
controle e os tratamentos foi registrada no último dia de análise, sendo de 4,87 x 106 
céls/mL para o controle F/2 (C F/2), 4,08 x 106 céls/mL para a diluição de 50% (T 50%) 
de efluente e 5,37 x 106 céls/mL para a diluição de 50% enriquecido (T 50% ENR) (Figura 
11). 
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Figura 11. A) Abundância celular (cél/mL), e; B) abundância celular em base logarítmica natural 
(cél/mL) longo do tempo, em dias, no experimento 2 para o controle e os tratamentos. Valores 
representam as médias das tréplicas de cada tratamento. Fonte: Autoria própria. 
 
Diferente do experimento 1, que foi marcado por maiores valores de taxa de 
crescimento no meio T 25%, o que ocorreu no experimento 2 foi uma maior taxa de 
crescimento em C F/2 (Figuras 12 e 13). Comparativamente, C F/2 (controle) apresentou 
uma taxa de crescimento da fase exponencial de 0,26 dia-1 com taxa máxima de 
crescimento diário de 0,44 dia-1  obtida no 4º dia de experimento, T 50% apresentou uma 
taxa de crescimento da fase exponencial de 0,13 dia-1  com taxa máxima de crescimento 
diário de 0,33 dia-1  obtida no 12º dia de experimento, e T 50% ENR apresentou uma 
taxa de crescimento da fase exponencial de 0,25 dia-1  e taxa de crescimento máxima 
diária de 0,82 dia-1  obtida no 5º dia de experimento (Figura 12 e Tabela 5).  
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Silva (2013), em um estudo onde se propôs a avaliar o cultivo de Chlorella vulgaris  
em efluentes aquícolas, observou que cultivos em meio Guillard F/2 não apresentaram 
fase de indução possivelmente por este ser um meio de cultivo com uma disponibilidade 
de nutrientes e metais traços satisfatória para o crescimento algal, dando início à fase 
exponencial de crescimento mais brevemente. Por meio das análises, foi possível 
também observar que tanto C F/2 quanto o tratamento T 50% ENR permaneceram em 
fase lag até o 3º dia de experimento e, a partir deste dia, iniciou-se a fase exponencial 
de crescimento das culturas, mostrando um mesmo padrão que se repetiu entre os 
tratamentos, enquanto que o tratamento T 50% deu início a sua fase exponencial apenas 
no 7º dia de experimento, permanecendo em fase lag até esse momento, o que levantou 
a possibilidade de que o efluente diluído em 50% não apresenta nutrientes e metais 
traços em disponibilidade necessária para acelerar o crescimento celular e, a partir do 
enriquecimento do efluente, foi possível obter uma maior taxa de crescimento celular. 
Além disso, T 50% ENR apresentou o menor tempo de duplicação celular, sendo 
este equivalente a 0,85 dia-1, enquanto que os de C F/2 e T 50% foram, respectivamente, 
1,58 dia-1 e 2,10 dia-1, como pode ser visto na Tabela 5. Isto significa que o meio T 50% 
ENR necessitou de um menor número de dias para que o cultivo duplicasse o número 
total de células, dado que complementa o fato de que a densidade celular ter sido mais 
elevada nesse meio de tratamento. 
Tabela 5. Média dos valores densidade celular máxima (cél/L), taxas de crescimento celular diária 
máxima (µ; dia-1), tempo de duplicação celular (G; dia-1) tempo em que foi obtida a taxa de 
crescimento diária máxima (em dias) e taxa de crescimento da fase exponencial do experimento (µ 
período) obtidas no experimento 2, para o controle e os tratamentos. 
 
Densidade celular máx 
(cél/L) 
µ máxima 
 
G máxima 
(G; dia-1) 
Tempo 
(dias) 
µ fase 
exponencial 
C F/2 
T 50% 
T 50% ENR 
4,87 x 109 ± 23 
4,08 x 109 ± 10 
5,37 x 109 ± 16 
0,44 
0,33 
0,82 
1,58 
2,10 
0,85 
4º dia 
12º dia 
5º dia 
0,26 
0,13 
0,25 
             
33 
  
Figura 12. Taxas de crescimento celular (µ) na fase exponencial, em dias, no experimento 2, para 
A) controle C F/2; B) T 25%; C) T 50%. Valores calculados segundo a metodologia de Fogg & Thake 
(1987). Fonte: Autoria própria. 
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Figura 13. Taxas de crescimento celular (µ) ao longo do tempo, em dias, no experimento 2, para o 
controle e os tratamentos. Valores calculados segundo a metodologia de Fogg & Thake (1987). 
Fonte: Autoria própria. 
 
Os resultados das análises de pigmentos apontaram que a biomassa algal de C 
F/2 apresentou, em média, 1,82 mg/L do pigmento clorofila a, 0,29 mg/L de clorofila b e 
1,92 mg/L de carotenoides, enquanto que os tratamentos T 50% e T 50% ENR 
apresentaram em média, respectivamente, 4,31 mg/L e 6,97 mg/L de clorofila a, 0,93 
mg/L e 1,07 mg/L de clorofila b e 3,16 mg/L e 4,36 mg/L de carotenoides (Tabela 6). 
Esses resultados demonstram que o tratamento com 50% de efluente enriquecido com 
metais e vitaminas apresentou tanto a maior densidade celular quanto as maiores 
concentrações de pigmentos e, consequentemente, uma proporção de pigmento/célula 
maior, demonstrando ser o tratamento onde houve o maior desenvolvimento e 
rendimento celular por parte da espécie D. salina (Tabela 7 e Figura 14). 
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Tabela 6. Média dos valores de pigmentos (Clorofila a, clorofila b e carotenoides, em mg/L) e de 
densidade celular máxima (em cél/L) obtidas no experimento2, para o controle e os tratamentos. 
 
Densidade celular 
máx. (cél/L) 
Clorofila a (mg/L) Clorofila b (mg/L) Carotenóides (mg/L) 
C F/2 
T 50% 
T 50% ENR 
4,87 x 109 ± 23 
4,08 x 109 ± 10 
5,37 x 109 ± 16 
1,82 
4,31 
6,97 
0,29 
0,93 
1,07 
1,92 
3,16 
4,36 
 
Tabela 7. Médias das proporções de pigmentos por célula, considerando clorofila a, clorofila b e 
carotenoides (em pg/cél), obtidas no experimento 2, para o controle e os tratamentos. 
 Clorofila a/cél (pg/cél) Clorofila b/cél (pg/cél) Carotenóides/cél (pg/cél) 
C F/2 
T 25% 
T 50% 
0,37 
1,05 
1,30 
0,06 
0,23 
0,20 
0,39 
0,77 
0,81 
 
 
Figura 14. Densidade celular final (em cél/L) e proporções de pigmentos por célula, considerando 
clorofila a, clorofila b e carotenoides, obtidas no experimento 2, para o controle e os tratamentos. 
Fonte: Autoria própria. 
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O β-caroteno é um carotenoide do grupo dos hidrocarbonetos, ou seja, composto 
apenas por hidrogênio e carbono (DA FRÉ, 2016), que apresenta alta demanda de 
bioprospecção como corante natural de alimentos como a pró-vitamina A, aditivos para 
cosméticos, complexos multivitamínicos e suplemento alimentar animal como rações 
(MESQUITA, 2013). Assim como outros carotenoides, são sintetizados primariamente 
por microalgas sob condições normais e secundariamente sob condições de estresse 
como um mecanismo de defesa, dessa forma funcionando tanto como fotoprotetores 
quanto como pigmentos fotossintéticos secundários (DA FRÉ, 2016; FAZELI et al., 2006; 
OROSA et al., 2000; ABALDE et al., 1991). É possível ainda encontrar β-caroteno em 
animais que se alimentam diretamente de plantas, macroalgas e microalgas que 
sintetizam esse carotenoide em grandes taxas, como por exemplo em flamingos, 
crustáceos e peixes herbívoros (MESQUITA, 2013). Na aquicultura, esse carotenoide 
comumente é adicionado à ração animal para suprir a deficiência de sua ocorrência 
natural no meio de cultivo animal (OGAWA et al., 2007), e por esse motivo, um cultivo 
de D. salina que apresente alta produção e sintetização de β-caroteno pode vir a ser de 
grande interesse para o setor aquícola. Como os resultados do presente estudo 
mostraram, o tratamento com 50% de efluente diluído enriquecido apresentou as maiores 
taxas de carotenoides e a maior proporção pigmento por célula. 
Estudos que avaliaram o potencial de produção de carotenoides em D. salina, 
como o estudo de Xu et al. (2018), observaram proporções de carotenoide por célula de 
até 5,30 ± 1,5 pg/cél, proporções maiores do que as encontradas no presente estudo, 
assim como ocorreu no estudo de Alshareed & Sayegh (2016) que evidenciou em seu 
estudo proporções de carotenoide por célula de 1,13 ± 0,10 pg/cél a 3,65 ± 0,08 pg/cél. 
Da Fré (2016), por sua vez, observou que a espécie D. salina é capaz de produzir valores 
próximos de 14% de β-caroteno em relação a sua biomassa seca; porém, alguns estudos 
apontam que a carotenogênese em microalgas dessa espécie pode ser induzida por 
fatores como luminosidade, salinidade, temperatura ou disponibilidade de nutrientes 
(EINALI et al., 2017; TINOCO et al., 2015; TAFRESHI & SHARIATI, 2009).  
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Xu & Harvey (2019), por exemplo, investigaram a influência de luminosidade LED 
na produção de carotenoides de D. salina, e seus resultados mostraram proporções de 
24,5 ± 1,3 pg/cél em tratamentos sob a influência de LED avermelhada e 11,4 ± 0,4 pg/cél 
em tratamentos sob a influência de LED azulada, mostrando que em, um cultivo de D. 
salina voltado para a produção de carotenoides, condições externas e internas do cultivo 
podem ser alteradas para melhorar o desempenho e a produção. 
Carotenóides em geral, principalmente o β-caroteno, apresentam atividade 
antioxidante e atividade indutora pró-vitamina A, podendo ser empregados no combate 
à deficiência dessa vitamina, além de outras atividades biológicas que são atribuídas a 
esse grupo de pigmentos, como auxiliar no fortalecimento do sistema imunológico e no 
combate a doenças degenerativas e cardiovasculares, segundo informações da Tabela 
Brasileira de Composição de Carotenóides em Alimentos (RODRIGUES-AMAYA, 2008).  
Na aquicultura, além dessas qualidades que atuam na saúde dos animais 
cultivados, Shahidi & Brown (1998) ainda conferem aos carotenoides qualidades como 
atuar na redução de tumores, Okada et al. (1994) mostra que carotenoides são 
responsáveis por aumentar a coloração da carne e da carapaça de crustáceos, e Ponce-
Palafox et al. (2006) apresentam potenciais qualidades como melhorar o crescimento e 
maturação de espécies e aumentar a tolerância dos animais cultivados a ambientes com 
excesso de amônia e baixos níveis de oxigênio. Por isso, autores como Grung et al. 
(1993) indicam que os carotenoides são essenciais e devem ser inseridos em dietas 
alimentares para organismos aquícolas, sendo vantajoso utilizar esse tipo de pigmento 
como suplementação alimentar em rações a fim de melhorar o alimento produzido, torna-
lo mais interessante comercialmente, e suprir a deficiência natural desses pigmentos no 
meio de cultivo (OGAWA et al., 2007; PONCE-PALAFOX et al., 2006). 
Análises estatísticas realizadas apontaram que os tratamentos C F/2 (w=0.97, 
p=0.87), T 50% (w=0.92, p=0.18) e T 50% ENR (w=0.96, p=0.65) seguem uma 
distribuição normal e são comparáveis. Com isso, a Figura 15 apresenta uma análise 
através de gráfico boxplot onde é possível observar que C F/2 e T 50% ENR 
apresentaram as maiores amplitudes de gráfico, simbolizando as maiores densidades 
celulares nesses tratamentos.  
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Ainda, é possível notar na Figura 15 que T 50% e T 50% ENR apresentaram 
assimetrias em suas medianas, considerando a distribuição de dados, sendo a 
assimetria de T 50% mais negativa e a de T 50% ENR mais positiva e mostrando o bom 
desenvolvimento da cultura algal neste tratamento, confirmada pela alta taxa de 
crescimento da fase exponencial de 0,25 dia-1 e demonstrando ser um tratamento 
propício para o crescimento da cultura. 
 
Figura 15. Boxplot da variação de densidade celular, obtidas no experimento 2, para o controle e 
os tratamentos. Fonte: Autoria própria. 
 
No que diz respeito à análise de nutrientes nitrogenados, os resultados apontaram 
que o efluente bruto tirado dos tanques de carcinicultura apresentou nitrato em grande 
concentração, sendo obtido o valor de 11,57 mg/L durante as análises, e nitrito e amônia 
em menores teores, com valores de 0,10 mg/L e 0,01 mg/L respectivamente (Tabela 8). 
Ao fim dos experimentos, foi constatado que, apesar da taxa de nitrato ter diminuído em 
todos os tratamentos, apresentando como valores finais médios 6,80 mg/L em C F/2 
(cerca de 41% de redução), 4,14 mg/L em T 25% (cerca de 64% de redução), 5,62 mg/L 
em T 50% (cerca de 51% de redução) e 6,11 em T 50% ENR (cerca de 47% de redução), 
ambos os valores médios de amônia e de nitrito aumentaram significativamente no meio 
controle e nos tratamentos, como pode ser visto na Tabela 8. 
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Essa diminuição do nitrogênio em forma de nitrato pode ser explicado pelo 
consumo por parte das células, visto que sua concentração inicial no efluente bruto já 
era bem, porém, o aumento do nitrogênio em forma de nitrito e amônia se diferencia de 
resultados observados na literatura, que indicam uma diminuição nessas formas também 
(HOLANDA, 2017; SILVA, 2017; WEN et al., 2017). Ainda, estudos como os de Holanda 
(2017), Silva (2017) e Wen et al. (2017) evidenciaram que, em um cultivo, conforme os 
nutrientes nitrogenados passam a ser consumidos e sua disponibilidade diminui, a taxa 
de crescimento celular sofre uma desaceleração, o que também se difere em parte dos 
resultados observados no presente estudo, dado o aumento dos valores médios de nitrito 
e amônia alinhado a um maior crescimento celular.  
Tabela 8. Valores médios de nutrientes nitrogenados (nitrato, nitrito e amônia, em mg/L), obtidas 
do efluente bruto pré-experimento e ao fim dos experimentos, para o meio controle e os demais 
tratamentos.  
 Nitrato (mg/L) Nitrito (mg/L) Amônia (mg/L) 
Efluente Bruto 
C F/2 
T 25% 
T 50% 
T 50% ENR 
11,57 
6,80 
4,14 
5,62 
6,11 
0,10 
0,86 
0,82 
0,87 
0,61 
0,01 
0,53 
1,30 
1,39 
1,16 
 
No cultivo de organismos aquáticos, as fontes de nutrientes nitrogenados 
inorgânicos são a metabolização dos aminoácidos e proteínas dos organismos 
cultivados, o emprego de fertilizantes nitrogenados e a decomposição de resíduos 
orgânicos, como biomassa morta, excretas dos organismos, sobras de ração e adubos 
orgânicos por bactérias (KUBTIZA, 2018). Desses nutrientes, a amônia é a forma de 
excreção principal de resíduos nitrogenados e a forma nitrogenada preferida para 
assimilação por microalgas por representar um menor gasto energético para absorção; 
porém, o nitrato é a forma mais assimilada e em taxas maiores por ter maior abundância 
e estabilidade no meio de cultivo (HOLANDA, 2017; LOURENÇO, 2006; ITAIPU 
BINACIONAL, 2006).  
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O nitrito, por sua vez, é produzido através da oxidação da amônia e é a forma 
nitrogenada mais tóxica para organismos cultivados pois, quando em contato com a 
hemoglobina do sangue desses organismos, pode dificultar o transporte de oxigênio e 
causar a morte animal, sendo absorvida pelo fitoplâncton em baixas concentrações 
(HOLANDA, 2017; ITAIPU BINACIONAL, 2006). 
Segundo o artigo de Kubtiza (2018), em cultivos aquícolas o nitrato se encontra 
na forma íonica de NO3-, a amônia pode estar presente como íon NH4+ ou como gás NH3 
- sendo mais tóxica quando em grandes concentrações de NH3 por conseguir realizar 
difusão através de membranas celulares mais facilmente devido a seu menor tamanho -
, e o nitrito, por sua vez, pode ser encontrado na forma de ácido nitroso HNO2 e na forma 
de íon nitrito NO2-. Considerando a possível toxicidade desses compostos, são indicados 
como níveis de atenção para o cultivo de crustáceos aquícolas 0,06 a 0,10 mg/L de NH3, 
2 a 23 mg/L de NO2- e 620mg/L de NO3- (KUBTIZA, 2018).  
Apesar dos valores de nitrato e nitrito estarem abaixo dos níveis de atenção 
propostos pelo autor, os valores de amônia se encontraram bem acima desses níveis 
(Tabela 8). Esse aumento de amônia nos meios de tratamento pode ter sido ocasionado 
pela decomposição das células mortas por parte das bactérias, fazendo com que ocorra 
liberação de nitrogênio amoniacal no sistema (BESOLD, 2015), o que pode ser um fator 
negativo no possível reaproveitamento da água tratada por D. salina no próprio sistema 
de cultivo aquícola por meio da recirculação e na possível aplicação dessa espécie de 
microalga na biorremediação de nitrogênio amoniacal do efluente BFT. Entretanto, os 
parâmetros encontrados para o nitrogênio amoniacal atendem o valor de 20,0 mg/L 
proposto pela Resolução CONAMA 430/2011 (MMA, 2011) e os de nitrato e nitrito 
atendem os valores de 10,0 mg/L e 1,0 mg/L, respectivamente, propostos pela 
Resolução CONAMA 357/2005 (MMA, 2005) como valores máximos padrões para 
lançamento de efluentes em corpos hídricos, indicando que o efluente pós-tratamento 
por D. salina pode ser descartado em corpos hídricos adequadamente. 
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No que diz respeito à análise da viabilidade de cultivo de D. salina em efluente 
BFT, ao se comparar as taxas obtidas no tratamento T 50% ENR - tratamento este que 
melhor promoveu o desenvolvimento da cultura algal - com a de outros estudos que se 
propuseram a investigar as taxas de crescimento celular e de densidade celular de D. 
salina em diferentes meios, objetivando comprovar a eficiência do tratamento em 
questão no cultivo de biomassa algal dessa espécie, nota-se que os valores obtidos 
foram muito próximos dos descritos na literatura.  
No estudo de Helena et al. (2016) por exemplo, que se propôs a cultivar a espécie 
D. salina em água salobra e sob diferentes influências de luminosidade LED, foi 
encontrado o valor de 8,50 x 10-9 cél/L como densidade celular máxima em tratamentos 
sob influência de luz LED avermelhada e 5,77 x 10-9 cél/L para tratamentos sob influência 
de luz LED azulada, mostrando não apenas valores próximos aos observados no 
presente estudo como também mostrando que o cultivo de D. salina pode ser 
incrementado a partir de mudanças nas condições e parâmetros de cultivo. 
No mesmo contexto, o estudo de Abu-Rezq et al. (2010) se propôs a avaliar não 
apenas a influência da luminosidade no cultivo de D. salina em meio controle, mas 
também avaliou diferentes salinidades, temperaturas, fatores nutricionais e injeção de 
CO2 nos tratamentos, e seus resultados apontaram que houve uma densidade celular 
maior em tratamentos com maior salinidade e menor temperatura, atingindo taxas de 
2,90 x 10-9 cél/L na temperatura de 20ºC e salinidade de 45 e de 2,40 x 10-9 cél/L na 
temperatura de 32ºC e mesma salinidade. No que diz respeito à influência dos fatores 
de luminosidade e injeção de CO2 nos tratamentos, os autores notaram que as cepas da 
espécie D. salina apresentaram taxas de densidade celular de 4,59 x 10-9 cél/L em 
tratamentos com alta luminosidade (18 x 103 lux) e pH 9,18 e de 4,49 x 10-9 cél/L em 
tratamentos com a mesma luminosidade e pH 9,17, e quando se reduz o pH para 6,75 e 
7,25 ocorre uma diminuição na densidade celular máxima, caindo para 2,73 x 10-9 cél/L 
para pH 6,75 e 1,81 x 10-9 cél/L para pH 7,25 (ABU-REZQ et al., 2010). Com isso, os 
autores puderam concluir que as melhores condições para cultivo em meio controle são 
altas salinidades acima de 45, temperaturas por volta de 20ºC, alta luminosidade e alto 
pH, ou seja, sem adição de CO2 por injeção (ABU-REZQ et al., 2010). 
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Como visto, as concentrações de nutrientes inorgânicos nitrogenados sofreram 
um aumento durante o período de experimentos, com exceção do nitrato, que apresentou 
redução, o que pode indicar que o efluente BFT não apresenta limitação nutricional por 
parte desses tipos de nutrientes, e como o experimento 2 mostrou, com o enriquecimento 
do efluente com uma solução formada de vitaminas e metais traço, a densidade celular 
e a produção de pigmentos sofreu um aumento. Esses resultados indicam que o efluente 
BFT pode apresentar uma possível limitação nutricional de componentes presentes 
nessa solução, que, segundo Andersen (2005), pode conter vitaminas B1 (tiamina), B7 
(biotina), B12 (cianocobalamina), sais de cloreto ou sulfato de zinco, cobalto, manganês, 
selênio, zinco, boro e ferro na forma de cloreto férrico ou sulfato ferroso. 
Dentro desse contexto, Abreu et al. (2016) se propuseram a avaliar não somente 
a influência de efluentes BFT no cultivo da microalga Navicula sp. em comparação com 
um meio controle, mas também a influência da adição de metais traços no efluente BFT. 
Nesse estudo, foram realizadas um meio controle Conway e quatro tratamentos com 
diferentes diluições de efluente, 25% de efluente, 50%, 75% e 100% de efluente integral, 
e seus resultados apontaram que a adição de metais traço incrementou o crescimento 
celular e resultou em uma maior densidade celular máxima em todos os tratamentos, 
com exceção do tratamento com 75% de efluente diluído, além de diminuir 
consideravelmente o tempo de duplicação celular e aumentar ou manter igual a 
velocidade de crescimento dos cinco tratamentos (ABREU et al. 2016). 
Apesar do aumento de nitrogenados nos tratamentos, foi observado que o 
tratamento T 50% ENR, além de apresentar uma densidade celular máxima maior 
durante o período de experimentos (5,37 x 109 ± 16 cél/L) e uma menor taxa de 
duplicação celular em um mesmo período de tempo (0,85 G; dia-1) quando comparado 
com os demais tratamentos, apresentou também as maiores proporções pigmento/célula 
(1,30 pg/cél para clorofila a, 0,20 pg/cél para clorofila b e 0,81 pg/cél para carotenoides) 
e o maior rendimento celular, além de apresentar uma taxa de crescimento para a fase 
exponencial muito próxima da obtida no meio controle F/2 (que foi de 0,26 dia-1, em 
comparação com a de 0,25 dia-1 obtida em T 50% ENR). 
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A taxa de crescimento observada em T 50% ENR também foi semelhante a 
aquelas obtidas em dados da literatura, como no estudo de Alshareed & Sayegh (2016), 
que encontrou taxas de crescimento de 0,183 e 0,143 para tratamentos empregando 
meio controle de Johnson e água residuária de estações de dessalinização. Dessa 
forma, o tratamento T 50% ENR se tornou, sob a ótica dos resultados obtidos dos 
experimentos, o meio mais propício para o desenvolvimento da espécie D. salina, 
demonstrando uma possível limitação do efluente BFT no que diz respeito à 
disponibilidade natural de vitaminas e metais traço no meio, mas também demonstrando 
seu potencial de aplicação como meio de cultivo para a espécie de microalga 
selecionada, em especial para o cultivo focado na produção de carotenoides como o β-
caroteno que poderiam ser aproveitados como suplementação alimentar para os 
camarões cultivados. 
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Conclusão 
O efluente bruto proveniente de tanques de cultivo BFT foi caracterizado em 
parâmetros de nutrientes nitrogenados inorgânicos, apresentando teores de 11,57 mg/L 
de nitrato, 0,10 mg,L de nitrito e 0,01 mg/ L de amônia. 
Durante o experimento 1, onde foi avaliado crescimento de D. salina empregado 
25% e 50% de efluente diluído em relação a um controle com meio Guillard F/2, o 
controle apresentou maiores valores densidade celular máxima (5,19 x 109 ± 21) e de 
teores de pigmentos, sendo estes de 0,92 mg/L de clorofila a (0,18 pg/cél), 0,26 mg/L de 
clorofila b (0,05 pg/cél) e 1,04 mg/L de carotenoides (0,20 pq/cél). 
Durante o experimento 2, onde foi avaliado o crescimento de D. salina com 50% 
de efluente diluído em sua forma integral e 50% de efluente diluído enriquecido com 
vitaminas e metal traço em relação a um controle com meio Guillard F/2, o tratamento 
com 50% de efluente enriquecido apresentou densidade celular máxima de 5,37x 109 ± 
16 e de teores de pigmentos de 6,97 mg/L de clorofila a (1,30 pg/cél), 1,07 mg/L de 
clorofila b (0,20 pg/cél) e 4,36 mg/L de carotenoides (0,81 pg/cél), sendo esses valores 
maiores do que os obtidos no meio controle e nos demais tratamentos. Com isso, esse 
tratamento se mostrou o mais propício para o desenvolvimento da microalga Dunaliella 
salina, demonstrando a viabilidade e o potencial de aplicação do efluente BFT a ser 
empregado como meio de cultura, em especial quando enriquecido com soluções 
aditivas de vitaminas e metais traço, considerando uma possível limitação do efluente 
BFT no que diz respeito à disponibilidade natural de vitaminas e metais traço no meio. 
Os resultados demonstraram que os valores obtidos para a fitorremediação de 
todos os tratamentos respeitam os valores máximos padrões previstos nas Resoluções 
CONAMA 357/2005 (MMA, 2005) e CONAMA 430/11 (MMA, 2011) para lançamento de 
efluentes em corpos hídricos, tornando viável a fitorremediação do efluente BFT com a 
espécie Dunaliella salina (BMAK 116) para fins de descarga do efluente em corpos 
hídricos adequados.  
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Sugere-se que em experimentos futuros sejam implantadas novas análises 
durante os experimentos, tanto para a caracterização do meio efluente – em especial 
análises de ortofosfato, de metais e da comunidade microbiana no efluente, com foco em 
bactérias nitrificantes – quanto para parâmetros bióticos – como pesagem da biomassa 
seca. Ainda, sugere-se também que sejam investigados e desenvolvidos experimentos 
acerca de extração de carotenoides e outros compostos de interesse aquícola comercial 
da biomassa de D. salina cultivada, estudando sua eficiência e viabilidade de extração e 
de aplicação. Entretanto, ainda assim os resultados obtidos no presente estudo 
demonstram o potencial de aplicação do efluente BFT a ser empregado como meio de 
cultura quando enriquecido com soluções aditivas de metais traço e vitaminas que 
possivelmente não se encontram em concentrações necessárias para o crescimento 
celular no efluente puro. 
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